
 

 

 

 

  

 سرم انسان در T-Uptake گیریاندازهکیت 
 

T-Uptake ELISA Kit 96t Cat. No: 1324-96 

T-Uptake ELISA Kit 192T Cat. No: 2224-192 
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 : مقدمه

هورمون تيروتروپين، ترشح  تنظيم کنترل وغده تيروئيد تحت 

به عهده  ان خون رايجر به (T3يدوتيرونين )و تري (T4تيروکسين )

 هاي آزاد دربه صورت مولكول T4و  T3هاي ونهورم دارد.

آنها به  درصد 9/99 اکنند و تقريبگردش خون حرکت نمي

ها پروتئين نياز ا نوع سهسرم متصل هستند.  اي درويژههاي پروتئين

ق روش از طري T4و  T3براي اتصال به  تفاوتبا ظرفيت و تمايل م

  .اندشناخته شده الكتروفورز

(Thyroxine Binding Globulin (TBG ،56  از  درصد 56تا

 کند. تيروئيد را در گردش خون، حمل مي هايهورمون

(Thyroxine binding Pre-albumin (TBPA  نيز تمايل

 درصد از 56تا  56براي تيروکسين دارد و تقريبأ   يمتوسط

بسيار کمي براي ولي تمايل  کندرا حمل مي T4 يهامولكول

 51 با تمايل کم ولي ظرفيت بالا، نيز آلبومين دارد. T3اتصال با 

 کند.را حمل مي T3 يهااز مولكول درصد 01و  T4از  درصد

هاي تيروئيدي به طور کامل توسط هورمون هاي متابوليکفرايند

هاي که ارتباط معكوس با سطح پروتئين شوندآزاد تنظيم مي

ارزيابي  يک روش جهت رند. به همين دليلاتصالي در خون دا

در  توسعه يافت. 5956هاي سرم در سال ظرفيت اتصالي پروتئين

از  پس راديواکتيو به خون تام اضافه شد و T3اين روش اوليه، 

ان هاي قرمز تخليص و ميزمدت زمان انكوباسيون، گلبول

با شد که ارتباط معكوس گيري ميراديواکتيويتي در آنها اندازه

هاي زياد اين روش، محدوديتظرفيت اتصالي سرم داشت. ولي 

تري با هاي پيشرفتهپس از آن روشمانع از توسعه آن شد. 

هاي تعويض ها و رزينيني ترکيباتي نظير آلبومين، پليمرجايگز

هاي امروزه روشهاي قرمز معرفي شدند. يوني به جاي گلبول

بالا جايگزين     با حساسيت ELISAايمونواسي بويژه روش 

 اند.هاي فوق شدهروش

 

  :اصول آزمایش

شده  يطراح (type 5) يرقابت يميآنز ياسمونويا هيتست بر پا نيا

 T4ضد  يبادي( با آنتتيپل يها)کف چاهک دفاز جاماست. 

آزاد  T4 يحاو ،يميمعرف آنز ،گريشده است. از طرف د دهيپوش

  باشد.يم HRP ميمتصل به آنز T3و 

در سرم، با توجه به  يديروئيت يهاحامل هورمون يهانيئپروت

 يميآزاد موجود در معرف آنز T4از  ياتصالشان به مقدار تيظرف

 HRP ميآنز کونژوگه با T3قابليت اتصال به  يول شوندمتصل مي

حامل متصل نشده  يهانيآزاد که به پروتئ T4از  را ندارند. بخشي

کونژوگه  T3با  ت،يكروپليف مک يبادياتصال به آنت يبرا ،است

ئيديسم به دليل سطح پايين در هيپوتيرو نيبنابرا کنند.يرقابت م

هاي حامل نسبتا غير اشباع هستند و هاي تيروئيد، پروتئينهورمون

T4  کنند. در نتيجه را بيشتر مصرف ميموجود در معرف آنزيمي

 يررقابت کمت و ماندباقي مي طيدر مح يآزاد کمتر T4مقدار 

در  .کندايجاد ميها کونژوگه به کف چاهک T3اتصال  يبرا

 د.نباشئيديسم، فرايندهاي فوق برعكس ميتيروهيپر

و اضافه شده  ها، محلول رنگزاچاهکو شستشوي  هياز تخل پس

محلول شود که پس از افزودن رنگي توليد مي يآب محصول

در  لدهد. اين محصوتغيير رنگ مي رنگ زردبه متوقف کننده، 

 ت،يجذب را دارد. در نها زانيم نيشترينانومتر ب 061طول موج 

 نمودار)استاندارد منحني سرم به کمک  T-Uptake نزايم

 گردد.يمحاسبه م کاليبراتورها(

 

 

 نمونه: سازیو آمادهآوری جمع

 يريا گاساتاندارد خاون   کيا باا اساتفاده از تكن   دي. گرفتن خون با5

جادا   يخاون  يهاا ت سارم از سالول  انجام شده و به سارع  ياهرگيس

همراه با کادورت   کيپميل يهانهنمو يگردد. از انجام  تست بر رو

تست   نياجهت انجام  پلاسما يها. نمونهدينمائ يخوددار زيو همول

 باشند.يمناسب نم

توان آنها را در يروز م 0 کاملأ بسته باشد و تا ديها با. درب نمونه5

 5اکثر تاا  تر حديمدت طولان ياد و براگريدرجه سانت 8تا  5 يدما

 کرد. يگراد نگهداريدرجه سانت -51 يماه در دما

 

 :محتویات کیت
 محتویات کیت تستی 99کیت  تستی 291کیت 

 عدد 5 عدد 5

  کوت شده با  تيكروپليم

 يبندبسته T4 ضد يباديآنت

همراه  يومينيآلوم سهيشده در ک

 .ريگبا رطوبت

 يرمقادسري ويال با  5

 متفاوت

 با مقاديرسري ويال  5

 متفاوت

در  T-Uptake يهاکاليبراتور

 % 06و  6/05، 56، 58 ريمقاد

 انسان شده در سرم هيته

 ليتريميلي 6/5ويال  5 ليتريميلي 6/5ويال  5

 يکه حاو T-Uptakeکونژوگه 

T4  آزاد و T3ميمتصل به آنز 

 در بافر است.

 کننده کونژوگه قيبافر رق يتريليليم 55 اليو 5 يتريليليم 55 اليو 5

 (x61محلول شستشو ) ليتريميلي 51ويال  5 ليتريميلي 51ويال  5

 Aمحلول رنگزا  ليتريميلي 6/5ويال  5 ليتريميلي 6/5ويال  5

 Bمحلول رنگزا  ليتريميلي 6/5ويال  5 ليتريميلي 6/5ويال  5

 محلول متوقف کننده واکنش ليتريميلي 55ويال  5 ليتريميلي 55ويال  5

 برچسب مخصوص پليت ورق 5 ورق 5

 

ها در هر سري توليد، ممكن است متفااوت  توجه: غلظت کاليبراتور
و گاواهي   هاا با مقادير درج شده بار روي ليبال وياال    باشد و مطابق

 باشد.مي (COA) آناليز محصول

 

وند. گاراد نگهاداري شا   درجه سانتي 8تا  5ها در دماي کليه محلول

 محلول متوقف کننده در دماي اتاق نيز قابل نگهداري است.

 

 :احتیاط در استفاده از کیت

محتويات اين کيت براي استفاده در همين کيات تعبياه گردياده    . 5

هاي ساخت ديگر و يا شماره هااستفاده مشترک با ساير کيت لذا از

 جدا خودداري نماييد.

هايي يت پايدار هستند. از محلولها تا زمان انقضاء ک. کليه محلول5

 که تاريخ انقضاء آنها گذشته است، استفاده ننماييد.

 ها در مجاورت نور و گرما قرار نگيرند.. توجه فرماييد محلول0

، HBsAgاز نظر منفي باودن  ، منبع انسانيبا کيت اين محتويات . 0

HIV 1/2   وHCV در هر حال هيچ روشي به طاور   اند.تست شده

 بودن موارد فوق نيست. بناابراين کامل قادر به مشخص کردن منفي 

کار با آنهاا  به صورت بالقوه آلوده در نظر گرفته شود و  لازم است

 هاي ايمني انجام شود.  طبق دستورالعمل

 . استفاده از دستكش و عينک در هنگام کار الزامي است.6

يت دقت فرمائيد که محتويات باه صاورت ياا    در هنگام کار با ک. 5

 ساااير نقاااط باادن نپاشااد و از تماااس بااا دهااان و ساااير مخاااط جاادا 

 خودداري گردد.  

 

  :هاسازی معرفآماده

ر را با باف T-Uptake: محلول کونژوگه يميمحلول کونژوگه آنز

 511مثال  ي. براديکن قيرق 51/5، به نسبت رقيق کننده کونژوگه

 51 يبافر کونژوگه برا تريليليم 8/5کونژوگه را با از ميكروليتر 

مورد   ديساعت با 50 يمحلول در ط ني. اديکن قيچاهک رق

 .ردياستفاده قرار گ

 981( را باx61محلول شستشو ) اتيشستشو: کل محتو محلول

 .ديآب مقطر مخلوط کن تريليليم

 



 

 

 

 

  

از  تريليليم 5را با  Aاز محلول رنگزا  تريليليم 5رنگزا:  محلول

قابل  قهيدق 51فوق بعد از  محلول .دييمخلوط نما Bمحلول رنگزا 

 باشد.يم يکاف فيرد 5 ياستفاده و برا

توجه: در صورت مشاهده رنگ آبي در محلول رنگزا و يا کدورت 
 و رشد باکتري، از اين محلول استفاده نشود.

 

  :روش انجام آزمایش

  ،هاا کاليبراتورکه کلياه  قبل از شروع آزمايش اطمينان حاصل کنيد 

 (گاراد درجاه ساانتي   56تاا   51) ها به دماي اتااق نمونهو  ،معرف ها

را با سر و ته کردن به آراماي مخلاوط   ها کاليبراتورکليه اند. رسيده

 نمائيد.

را برداشاته و   شيانجاام آزماا   يبارا  ازيمورد ن يها. تعداد چاهک5

قارار داده   يومينيمآلو سهيدر ک ريگها را همراه رطوبتچاهک هيبق

 . ديگراد نگهداريدرجه سانت 8تا  5 يدرب آن را بسته و در دما

مورد نظر  يهادر چاهک هاو نمونه هاکاليبراتوراز  تريكروليم 56. 5

بااه صااورت کاااليبراتور  اياا. بهتاار اساات کااه از هاار نمونااه  دياازيبر

(Duplicateدر چاهک )شود. ختهيها ر 

 (Enzyme Conjugate)کونژوگه  مينزاز محلول آ تريكروليم 511. 0

هاا  معارف  يسااز . )بخش آمادهديبه هر چاهک اضافه کنشده  قيرق

باه   زيا ساطح م  يرو هيا ثان 01را باه مادت    تيپلو  (ملاحظه کنيدرا 

 .ديتكان ده يآرام

 51و باه مادت    ديبپوشاان  تيا ها را با چسب مخصوص پل. چاهک0

 .ديياتاق انكوبه نما ي( در دماقهدقي 51±) قهيدق

. ساپس  ديا کن تخليه تيها را با وارونه کردن پلچاهک اتي. محتو6

محلاول شستشاو    تار يكروليم 011مرتبه و هر مرتبه با  6ها را چاهک

 يشاود در انتهاا  يانجاام ما   يشستشو باه صاورت دسات    اگر. دييبشو

 .ديبزن ريگدستمال رطوبت يرا بر رو تيپل يشستشو به آرام

د و يا زيهاا بر رنگزا درون تمام چاهکاز محلول  تريكروليم 511. 5

از  .ديا انكوبه کن يكياتاق و تار يدر دما قهيدق 56را به مدت  تيپل

 تكان دادن پليت در اين مرحله خودداري کنيد.

باه دسات    5کمتار از   براتوريجاذب کاال   زانيا م ني: اگر بالاترتوجه
 قاه يدق 51محلول رنگزا را به مدت  ونيزمان انكوباس ديتوانيآمد، م

 .ديده شيافزا
هاا  چاهاک  هيا محلول متوقف کننده واکنش به کل تريكروليم 61. 5

تا تمام  ديتكان ده يبه آرام هيثان 51را به مدت  تيو پل دياضافه کن

 شود. ليآن به زرد تبد يرنگ آب

ناانومتر باا    061هر چاهاک در طاول ماوج     يجذب را برا مقدار. 8

بعد از متوقف  قهيدق 56 حداکثر تا Point to Pointاستفاده از متد 

ناانومتر   501تاا   551. از طول ماوج رفارانس  ديکردن واکنش بخوان

  .دياستفاده کن

به عناوان نموناه در    تيک نيا ميزان جذب  و نمودار کاليبراتورهاي

 آورده شده است. ريز

 

 

 

 

 

 

 

 

ها در هر سري توليد، ممكن است متفااوت  توجه: غلظت کاليبراتور
و گاواهي   هاا قادير درج شده بار روي ليبال وياال   با م باشد و مطابق

 باشد.مي (COA) آناليز محصول

 
 

 قادیر مورد انتظار برای میزانم

T-Uptake روش به ELISA 
 

T-Uptake )%( Thyroid Status 

25 - 35  Euthyroid 

< 25 
Hypothyroid or TBG 

excess binding 

> 35 
Hyperthyroid or TBG 

saturation 

 

 

 پارامترهای کنترل کیفی
Intra - Assay 

در ياک   ي سه نمونه کنترل سارم پذيربا ارزيابي تكرار اخليدقت د

 د.ينوبت تست  انجام گرد

 

 

 

 

 

 

Inter - Assay 

نوبات هار    0در  وت سارم نموناه متفاا   ساه تستي با ارزيابي دقت بين

 انجام پذيرفت.  بار 6نوبت 
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هاي ونه مشكل خواهشمند است با شمارهبروز هرگدر صورت 

 تماس بگيريد. (بخش پشتيباني)بر روي جعبه  مندرج

 

Calibrators 
Well 

Abs 
Mean Value 

Number Abs (%U) 

Cal A1 2.341 
2.370 18 

A B1 2.399 

Cal C1 1.628 
1.643 25 

B D1 1.659 

Cal E1 0.721 
0.757 36.5 

C F1 0.794 

Cal G1 0.329 
0.349 45 

D H1 0.369 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 20 20 20 

Mean T-UPtake (%) 19.8 29.1 47.2 

S.D (%) 0.67 0.83 1.28 

C.V (%) 3.4 2.8 2.7 

 

Serum sample 1 2 3 

No.of Repeats 15 15 15 

Mean T-UPtake (%) 20.4 33.6 45.9 

S.D (%) 0.84 1.28 1.53 

C.V (%) 4.1 3.8 3.3 

 


